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(54) Title: VACCINE COMPOSITION 
(54) Titre : COMPOSITION VACCINALE 



^ (57) Abstract: The invention concerns a vaccine composition comprising at least an antigen, a cationic lipid and an immunostim- 
^ ulatoiy oligonucleotide. Said vaccine composition is particularly designed to induce an immune response of the Thl type and a 
cytotoxic T response when administered by parenteral deliveiy, and to induce a Th2 type inmiune response when delivered through 
00 the mucous system. Said composition is of particular interest when the cationic lipid is DC chol. 

^ (57) Abr^i : L'invention concerne une composition vaccinale comprenant au moins un antig^ne, un lipide cationique et un oligo- 
nucleotide immunostimulant. Cette composition vaccinale est particuli^ment destin^e ^ Tinduction d*une r^ponse immunitaire de 
^ type Thl et d*une r^nse T cytotoxique lois de son administration par voie parent^rale, et ^ Tinduction d*une r^ponse immunitaire 
^ de type Th2 lors de son administration par voie muqueuse. Cette composition vaccinale est d'un intdi^t particulier lorsque Ic lipide 
cationique est du DCchol. 
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COMPOSmON VACCINALE 

LWention est relative au domaine des compositions vaccinales. Plus particuli^rement, 
5 rinvention conceme une composition vaccinale adjuvee. 



On connait dans Tart anterieur de nombreux adjuvants susceptibles d'Stre utilises dans le 
domaine des vaccins afin d'ameliorer la reponse immunitaire induite lots de leur administration. 
Ainsi, par exemple, la demande de brevet W096/14831 decrit Putilisation d'adjuvants 
10 constttu6s par des composes amphipathiques comprenant un groupement lipophile deriv6 dHm 
sterol lie i un groupement cationique, tels que le 3 p-[NHN',N'-dimethylamino6thane> 
caibamoyl] cholesterol, encore appel6 DC choL 

La demande de brevet WO98/18810, quant k elle, decrit des nucleotides dont la s6quence 
nucleotidique possede des motifs particuliers (un dinucleotide CG encadre par TAdenine, la 

15 Guanine ou la Thymine d'un cote et la Cytosine ou la Thymine de Tautre cote), pour leur 
utilisation en tant qu'immunostimulants, notamment lots de Tadministration de vaccins. 
Ces demandes ne sont que des exemples parrai Timportante litterature relative a ce sujet. 
Or, bien que de nombreuses substances aient 6te decrites dans Tart anterieur en relation avec 
leurs propri6tes d*adjuvants vaccinaux, on cherche toujours a ameliorer la qualite et Tefficadte 

20 des vacdns grace, notamment, a I'utilisation de nouveaux adjuvants qui permettraient, soit de 
diminuer la quantity d'antig^nes pr6sents dans le vaccin pour obtemr une rdponse immunitmre 
satis&isante, soit d'orienter la r6ponse immunitaire dans la direction souhait6e en fonction, par 
exemple, de la malactie concemee, de la voie d*administration choisie ou de Teflfet recherch6 
(prevention ou traitement). 

25 Une des diflficultes est liee au feit que, mSme si les reponses du systdme immunitaire sont de 
mieux en mieux connues, il reste tres difficile, voire impossible, de les anticiper, et que tres 
souvent, la combinaison de 2 adjuvants conduit a un resultat d6cevant, soit parce que la 
toxicity est alors trop grande, soit parce que chacun des adjuvants, actif isolement, semble 
avoir un effet inhibiteur ou neutralisant sur I'adjuvant qui lui est assod^. 

30 Le but de la presente invention est done de proposer une nouvelle composition vaccinale dont 
I'immunogenicite est amelioree par rapport a Tart anterieur, i.e. que la reponse immunitaire 
induite consecutivement a son administration est augmentee par rapport k Tart anterieur. 
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Pour attdndre ce but, rinvention a pour objet une composition vacdnale comprenant au moins 
un antigene, un lipide cationique et un oligonucleotide inununostimulant. 
En eSet, on a remarque, de fa9on inattendue, qu*il y avait une synergie dans Taction adjuvante 
de ces 2 substances lipide cationique et I'oligonucldotide immunostimulant) vis-^-vis d*un 
S antigene, lorsqu'elles etaient administrees simultanement. 

^invention a egalement pour objet Tutilisation d'une composition comprenant au moins un 
lipide cationique et un oligonucleotide pour la fabrication d'un vaccin capable d'induire une 
reponse immunitaire specifique de type Thl, lorsque cette composition est administree par voie 
10 parenterale. 

L'invention a Egalement pour objet I'utilisation d*une composition comprenant au moins im 
lipide cationique et un oligonucleotide pour la fabrication d'lm vacdn capable d'induire ime 
forte reponse cytotoxique, en particulier une reponse T cytotoxique, lorsque cette composition 
IS est administree par voie parenterale. 

L'invention a egalement pour objet Futilisation d'une composition comprenant au moins un 
lipide cationique et un oligonucleotide pour la fabrication &un vaccin capable d'induire une 
reponse inmxunitaire spedfique de type Th2, lorsque cette composition est administree par voie ^ 
20 muqueuse. 

L'invention a egalement pour objet I'utilisation d'une composition comprenant au moins un 
antigene, un lipide cationique et un oligonucleotide pour la £ibrication dhm vaccin capable 
d'induire ime forte production d'anticorps IgA spedfiques dudit antigene, lorsque cette 
25 composition est administree par voie muqueuse. 

Selon une caracteristique de l'invention, ledit lipide cationique est du DCchol. 

Selon une caracteristique particuliere de Finvention, ledit antigene est un antigene du virus de 
30 la grippe ou un antigene du virus VIH. 



La presente invention sera mieux comprise i la lecture de la description detailiee qui va suivre. 



wo 02/28428 



-3- 



PCT/FROl/03098 



Par composition vaccinale au sens de la presente invention, on entend une composition 
susceptible d'etre administree a Vhomme ou a Tanimal afin d'induire une reponse du systeme 
immunitaire; cette r6ponse du systeme immunitaire pouvant se traduire par une production 
5 d'anticorps ou simplement, par une activation de certaines cellules, notamment les cellules 
pr^sentatrices d'antigdnes, les lymphocytes T, les lymphocytes B. La composition vaccinale 
peut etre une composition a visee prophylactique ou a visee therapeutique, ou encore les deux. 

La composition vaccinale peut etre administree par toutes les voies habituellement utilisees en 
10 vaccination; elle presente, cependant, des caracteristiques particulieres selon la voie 
d*administration, dans la mesure ou elle induit des reponses immunitaires specifiques distinctes. 
Ceci est particulierement avantageux si Ton desire orienter la reponse immunitaire vis-i-vis 
d\m antigene particulier. 

Par exemple, dans le cas des microorganismes ayant une porte d'entree muqueuse, il peut etre 
15 interessant d'induire une reponse immunitaire de type muqueuse, avec production 
d'immunoglobulines A specifiques, 

Ainsi, il peut etre interessant de rechercher ce type de reponse dans la vaccmation contre les 
\drus a porte d'entree respiratoire (Virus Synctial Respiratoire, virus de la grippe, parainfluenza 
virus, etc.), a porte d'entree digestive (virus de la polio, rotavirus,,..) ou encore k porte 

20 d'entr6e vaginale ou rectale ( VIH, hepatite B,. . . .) 

De la mBme &gon, une reponse immunitaire de type muqueux est recherchee dans les 
affections bacteriennes provoquees par exemple par Chlamydia, Neisseria gonorrheae. 
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis. 
Par contre, dans d'autres cas, on souhaite plutdt induire une reponse de type THl avec 

25 production de cellules cytotoxiques; ced est notamment le cas pour les vims non 
cytopathiques tels que les cytomegalovirus, les microorganismes intracellulaires (Bacille de 
Koch, des parasites comme Falciparum ou Leishmania, des bacteries telles que Listeria, 
Legionella, Yersinia enterolitica) ou d'autres comme les Spirochetes. 
Dans certains cas encore, on peut souhaiter mduire plusieurs types de reponse; c'est 

30 notamment le cas pour la grippe ou le Sida. Dans de tels cas, la composition selon Tinvention 
est d'un interet tout particulier, car elle permet, alors, d'obtenir diflferents types de reponse du 
syst^e immunitaire. 
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Par antigene au sens de la presente invention, on entend tout antig^ne susceptible d'etre utilise 
dans un vacdn, qu*il s*agjsse de germe entier ou de sous-unite et quelle que soit sa nature: 
peptide, prot6ine, glycoproteine, polysaccharide, glycolipide, lipopeptide...etc. D peut s*agir 
5 d'antigenes viraux, bacteriens ou autres; le terme antigene comprend 6galement les 
polynucleotides dont les sequences sont choisies pour coder les antigfines que Ton souhaite 
voir exprimes par les individus auxquels sont administres les polynucleotides, dans le cas de la 
technique d'immunisation que Ton appelle immunisation ADN. II peut 6galement s'agir d'un 
ensemble d'antig^nes, notamment dans le cas d'une composition vaccinate multivalente qui 
10 comprend des andgenes susceptibles de proteger contre plusieurs maladies, ou dans le cas 
d'une composition qui comprend plusieurs antigdnes dijSerents pour prot6ger contre une seule 
maladie, ainsi que cela est le cas pour certains vaccins contre la coqueluche ou la grippe par 
exmiple. 

IS Par lipide cationique au sens de la presente invention, on entend un compose fonne d'une 
partie grasse (par exemple une ou plusieurs chaines hydrophobes ou un noyau sterol) et d'une 
tete polaire charg6e positivement au pH physiologique.En particulier, il peut s'a^ d'un 
compos6 comprenant un groupement lipophile derive d'un sterol lie a un groupement 
cationique et notamment un derive de cholesterol relie a un ammonium quatemaire ou k une ^ 

20 amine protonable par une liaison caibamoyle. Une telle liaison presente en effet I'avantage 
d'etre hydrolysable dans la ceIlule.De tels composes peuvent se trouver sous forme basique, 
sous forme de sel, ou encore, et c'est le cas le plus frequent, a la fois sous les 2 formes en 
equilibre dans un melange, le deplacement de I'equilibre vers l*une ou I'autre forme dependant 
de la composition du melange et notamment de son pH. Un des lipides cationiques 

25 particulierement mt&'essant aux fins de Tinvention est le DCchol qui peut etre obtenu a partir 
de cholestayl chloroformate et de N, N-dimethylethylenediamine, selon la methode decrite 
dans le brevet US 5283185 ou de fa^on pref(5r6e, selon la methode decrite a I'exemple 8 de la 
demande de brevet WO 96/40067. II est possible egalement d'utiliser un produit obtenu par 
reaction de cholesteryl chloroformate et de N,N,N trimethylethylenediamine, 

30 

Par oligonucleotide au sens de la presente invention, on comprend un oligonucleotide simple 
brin ayant de 6 it 100 nucleotides, de preference de 6 a 30 nucleotides. II peut s'agir 
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d'oligoribonucleotide, ou d'oligodesoxyribonucleotide. On utilise notamment des 
oligonucl6otides comprenant au moins une sequence dinucl6otidique Cytosine, Guanine, dans 
laquelle ni la Cytosine ni la Guanine ne sont methylfes. Tout autre oligonucleotide connu pour 
etre, par sa nature meme, immunostimulant, peut^egalement convenir aux fins de I'mvention. 
5 On a obtenu de particulierement bons resultats en utilisant un oligonucleotide dont la sequence 
est decrite dans la demande de brevet WO96/02555 sous SEQ ID N"* 15, qui est reprise ci- 
apres: 5' GAGAACGCTCGACCTTCGAT 3'. 

Les oligonucleotides convenant aux fins de Tinvention peuvent se presenter sous fonne de 
phosphodiester, ou sous toute autre forme 6tudiee afin de les ameliorer, notammait en tenne 

10 de stability; ainsi, il est possible d*utiliser des oligonucleotides se presentant sous forme de 
phosphorothioates ou tfhybrides phosphodiester/phosphorothioates. Bien qtfil soit possible 
d'utiliser des oligonucleotides provenant de sources tfacides nucleiques existantes td que 
I'ADN genomique ou le cADN, on prefere utiliser des oligonucleotides de synthese. Ainsi, il 
est possible d'61aborer des oligonucleotides sur support solide en utilisant la methode P-cyano 

15 ethyl phosphoramidite (Beaucage, S.L. and Caruthers, M.H. Tetrahedron Letters 22, 1859 - 
1862 (1981)) pour Tassemblage 3».5*. 

Les oligonucleotides phosphorothioates ont un des atomes rfOxygene composant le 
groupement Phosphate qui est remplace par un atome de Soufi-e. Leur synthese pent etre 
eflfectuee comme precedemment decrit, sauf a remplacer la solution iode/eau/pyridine 
20 tetrahydrofurane qui est utilisee lors de I'etape d'oxydation necessaire a la synthese des liaisons 
phosphodiester par une solution TETD (tetraethylthiuram disulfide) apportant les ions sulfates 
permettant de produire le groupement phosphorothioate. 

On peut egalement envisager autres mocfifications des liaisons phosphodiesters, des bases ou 
des sucres, pour modifier les proprietes des oligonucleotides utilises, et notamment pour 
25 accroitre leur stabilite. 

Par reponse immunitaire de type Thl au sens de la presmte invention, on entend une reponse 
immunitaire specifique de Tantigene caracterisee en ce qu'elle entraine une production orientee 
de cytokines, principalement ITnterferon y et riL2, et une production massive de certaines 
30 sous-classes d'anticorps (i.e. IgG2a chez la souris). 

On peut egalement observer une production de cellules T cytotoxiques. 
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Par reponse immnnitaire de type Th2, on entend une reponse inununitaire qui se traduit par une 
production majoritaire dTL4 et dlLS, ainsi que par une production massive de certaines autres 
sous-classes d'anticorps ( i.e IgGl chez la souris). 

5 Lorsqu'on veut 6tudier le type de reponse immunitaire induite par une composition vaccinale, 
on peut efiFectuer des dosages comparatifs des IgGl et des IgG2a specifiques produites lors de 
Tadministration de la composition vaccinale etudiee a des souris; une reponse de type Thl se 
traduit par une plus forte production d' IgG2a specifiques conduisant a une valeur faible du 
rapport IgGl/ IgG2a, alors qu'ime reponse de type Th2 se traduit par une plus forte production 

10 d' IgGl specifiques conduisant i une valeur forte du rapport IgGl/IgG2a. 

Altemativement, le dosage des cytokines produites permet 6gal^ent, lors de tests in vitro ou 
sur animaux, d*appreder I'orientation de la reponse immunitaire; on peut notamment effectuer 
ie rapport ILS/INFy; une reponse de type Thl se traduisant par une valeur faible de ce rapport 
aiors quHme reponse de type Th2 se traduit plutot par une valeur elevee de ce rapport. 

IS n est 6galement possible d*observer la quantity d* IgA dont la production traduit une 
orientation de la reponse inomunitaire vers le type Th2. 

Or, selon les cibles vaccinales, i.e. les maladies contre lesquelles sont destinees les ^ 
compositions vacdnales, il peut etre souhaitable de pouvoir orienter la reponse immunitaire. 

20 > 
Les exemples qui suivent illustrent, de fiifon non limitative, des modes de realisation de - 
invention. 
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Exetnple 1 

5 On a utilise du chorhydrate de DC-Chol (obtenu selon le mode de preparartion decrit i 
Texemple 8 de la demande de brevet WO 96/40067) que Ton a mis en suspension a 20 mg/ml 
dans du tampon TRIS-NaCl (20 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH 6.8). Apres 8 heures sous 
agitation a 35-40''C sous argon, la suspension a ete microfluidisee a Taide d'un microfluidiseur 
M-llOS de chez Microfluidics (10 cycles a 500 kPa), afin de g6n6rer une suspension 

10 homog^ne de DC-Chol, que Ton a filtree sur un fUtre Millex 0.45 (im . 

Exemple 2 

On a prepare des oligonucleotides grSce a un automate synthetiseur foumi par Applied 
15 Biosystems qui met en oeuvre la methode chimique standard au phosphoramidite et qui 
comporte k dhiaque cycle une etape d'o^g^tion. 

Cette etape d'oxydation a 6te realis6e au moyen dHme solution 
iode/eau/t6trahydrofiirane/acetonitrile pour obtenir une liaison phosphodiester et au moyea 
dVme solution tetraethylthiuram/ac^tonitrile pour obtenir une liaison phosphorothioate. 
20 On a dnsi pr6par6 un oligonucleotide 3 Db(S) dont la s6quence est reproduite dans la demande 
de brevet WO96/02555 sous SEQ ID NO 15 et qui comporte des liaisons phosphorothioate 
sur toute sa longueur. 

On a prepare 6galement un oligonucleotide MGC (S) dont la sequence est reproduite dans la 
demande de brevet WOOO/15256 a SEQ ID NO 2, qui comporte a la fois des liaisons 
25 phosphodiester et des Uaisons phosphorothioate. Les liaisons phosphorothiate sont situ6es a 
chaque extremite ; il y a 2 liaisons phosphorothioate en 3* et 5 liaisons phosphorothioate en 5'. 
Cet oligonucleotide ne possede pas de sequence CG et est utilis6 comme controle negatif. 
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ExemplQ 3 

On a pr^par6 des doses de 0,2ml de cx)mpositions vaccinales contre la grippe ayant ime des 
formulations suivantes: 

5 - du vaccin grippe monovalent souche A/Singapore/6/86 (HlNl) correspondant a 5\ig de 
HAseul, 

- du vaccin grippe monovalent souche A/Singapore/6/86 (HlNl) correspondant a Sjig de 
HA + 200 Jig de DChol prepare i I'exemple 1, 

- du vaccin grippe monovalent souche A/Singapore/6/86 (HlNl) correspondant a 5jig de 
10 HA + SOfig d^oligonucleotide 3Db(S) prepare a I'exemple 2, 

- du vaccin grippe monovalent souche A/Singapore/6/86 (HlNl) correspondant a S^g de 
HA + 200^g de DChol prepare a Texemple 1 + 50|Xg ^oligonucleotide 3Db(S) prepare a 
Texemple 2 

IS On a administr^ les doses preparees a 4 groupes de 6 souris Balb/c, par injection peritoneale, 
a raison d'une 1^ injection a JO et dWe injection de rappel a J21. 

Pour effectuer le dosage des anticorps produits par la technique ELISA, on a eflfectue a J35, 
sur chacune des souris, des prelevements sanguins. Les resultats de dosage obtenus sont 
20 reproduits dans le Tableau 1 ci-apres, ou les titres indiques sont des moyennes des titres 
obtenus par ELISA sur chacune des 6 souris appartenant a chaque groupe. 





IgGl 


IgG2a 


IgGl/IgG2a 




20401 


4930 


9,1 


5\ig HA.+ DCchol 200^g 


127743 


10082 


12,7 


5^gHA+3Db(S)50^g 


27243 


15863 


1,7 


Sjig HA+ DCchol 200ng + 3Db(S) SOjig 


122956 


87761 


1.4 



Ces resultats illustrent la synergic obtenue entre les 2 adjuvants presents dans la composition 
25 vaccinale selon I'invention, en ce qui conceme la production d'anticorps IgG2a. En efFet, la 
quantite d'anticorps IgG2a produits apres administration d'une composition vaccinale selon 
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linventioiL est bien.sup^rieure a la somme .des quantites produites aprds administration des 
compositions vacdnales comprenant un seul des adjuvants de Fart anterieur. 

Pour 6tu(Uer la r^ponse cytotoxique induite, on a pr61ev6 k J3S les cellules spleniques des 

5 souris de chacun des groupes. 

Les cellules, dont on voulait mesurer Tactivite cytotoxique specifique vis-a-vis de celluies- 
cibles presentant un epitope dominant MHC ciasse I restraint de rh6magglutinine, ont ete 
restimulees in vitro en presence de cellules stimulantes syngeniques (issues de souris non 
immunisees) infectees par le virus de la souche A/Singapore/6/86 (HlNl). 

10 Leur fonction cytotoxique a ete mise en evidence en utilisant comme cellules-cibles des cellules 
de la lignee P815 sensibilisees par un peptide Epitope de Themagglutinine du virus de la souche 
A/Singapore/6/86 (HlNl). 

La lyse des cellules-cibles a ete mesuree par une technique radioactive basee sur le chargement 
des cellules-cibles en chrome radioactif Cr-51 et sur le relargage de ce radio61ement lors de la 
IS lyse cellulaire. 

Pour chacune des compositions vaccinales test6es, les cellules Q^otoxiques ont 6x6 mises en 
contact avec les cellules dbles dans les proportions suivantes: 100 cellules cytotoxiques pour 1 
cellule-cible et 33 cellules cytotoxiques poiu: 1 ceilule-cible. 

Pour chaque valeur ICQ ou 33 du ratio cellules cytotoxiques/ cellule-cible, on a efifectue: 
20 - le dosage du chrome libere spontanement sans ajout de cellules cytotoxiques, 

- le dosage du chrome libere apres lyse totale des cellules-cibles, 

- ainsi que le dosage du chrome libere aprds action des cellules dont on veut mesurer 
ractivit6 cytotoxique. 

Puis on a calcule le pourcentage de cytotoxicity de la fafon suivante: 

25 

100 x (liberation cellules cvtotoxiques-liberation spontanee) 
(liberation totale -liberation spontan6e) 



Les resultats obtenus sont exprimds dans le Tableau 2 suivant: 

30 
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Tableau 2 





100/1 


30/1 


SjigHA 


43 


28 


5jigHA+DCchol200^g 


25 


17 


5jigHA+3Db(S)50jig 


49 


19 


5(xg HA+ DCchol 200\ig + 3Db(S) SOjig 


71 


46 



5 Ces resultats montrent que la r6ponse cellulaire appreciee par Tinduction de cellules 
cytotoxiques est egalement accrue lors de I'utilisation d'une composition vaccinale selon 
rinvention. 

Les resultats obtenus dans un test analogue avec des cellules-dbles non sensibilisees 
10 conduisent aux resultats suivants e?q>rimes dans le Tableau 3 ci-apres: 



Tableau 3 





100/1 


30/1 


SugHA 


7 


4 


5ng HA+ DCchol 200ng 


7 


4 


5ng HA+ 3Db(S) SOjig 


10 


9 


5|ig HA+ DCchol 200fig + 3Db(S) SO^ig 


8 


4 



IS Ces resultats indiquent que la reponse cytotoxique induite est une rdponse des cellules 
cytotoxiques T CD8+. 

Si Ton considere I'ensemble des resultats obtenus, on remarque que Tobjet de la presente 
20 invention permet d^orienter la reponse anticorps specifiques vers une reponse immunitaire de 
type Thl avec une diniinution tres sensible du rapport IgGl/IgG2a, tout en maintenant le 
niveau de production des IgGl specifiques equivalent a celui obtenu lorque la composition 
vaccinale ne comprend qu'un seul adjuvant constitue par du DCchol. Cette orientation de la 
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r6ponse en anticoips est en outre avantageusement assod^e a une induction de cellules 
cytotoxiques, et notamment de cellules T CD8+. 

Exemple 4 

On a prepare, comme a I'exemple 3, des doses de 0,2ml de compositions vacdnales centre la 
grippe ayaat une des formulations suivantes: 

- du vaccin grippe monovalent souche A/Singapore/6/86 (HlNl) correspondant i 5}ig de 
HAseul, 

- du vacdn grippe monovalent souche A/Singapore/6/86 (HlNl) correspondant k Sjig de 
HA + 200|ig de DChol pr6par6 k Texemple 1, 

- du vaccin grippe monovalent souche A/Singapore/6/86 (HlNl) correspondant k 5jig de 
HA + S\ig tfoligonucleolide 3Db(S) prepare a Texemple 2, 

- du vacdn grippe monovalent souche A/Singapore/6/86 (HlNl) coirespondant a S^ig de 
HA + 200jig de DChol prepare a rexemple 1 + Sjig ^oligonucleotide 3Db(S) prepare k 
Veix&mple 2. 

On a injecte a des souris reparties en 4 groupes de 6, en sous-cutane cette fois, une dose de 
chacune des compositions vaccinales ( 1 groupe de 6 souris par formulation vaccinale) a JO et a 
J21, Les serums ont ete preleves et doses de la meme fa9on que dans Texperience precedente. 
Les resultats obtenus relativement aux dosages des anticoips produits sont rdcapitules dans le 
Tableau 4 d-apres: 





IgGl 


IgG2a 


IgGl/IgG2a 


5|xgHA 


6882 


585 


11,8 


5jig HA+ DCchol 200ng 


108211 


20443 


5,3 


5^igHA.+ 3Db(S)5^g 


4519 


384 


11,8 


5(ig HA+ DCchol 200(ig + 3Db(S) 5ng 


133544 


59545 


2,2 



Les tests de cytotoxicity ont montre, de la meme fa9on qu'a I'exemple 3, qu'avec une 
composition selon Tinvention, on induisait des cellules cytotoxiques, et notamment des cellules 
T CD8+. 
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En outre, des dosages dlnterf^ron y ont montre qu'il y avait une induction importante de la 
production de cette cytoldne. 

Ces resultats montrent, de la meme fa9on qu*a I'exemple 3, qu'il y a une synergic entre VefFet 
5 des 2 adjuvants, notamment en ce qui conceme la reponse en IgG2a, meme lorsque la quantite 
d*oligonucl^otide est r^duite i une valeur a laquelle son eflFet adjuvant rfetmt pas detectable. 
Contrairement a ce qui est observe habituellement ,on constate en outre, qu* il n'y a aucun efifet 
inhibiteur de Tun des adjuvants sur Taction de Tautre, lorsqu'on utilise une composition selon 
rinvention. 

10 

Example 5 

On a pr6par6 des compositions vaccinales contre le virus de rimmunod6ficience humaine de 
type 1 (VIH-1) dans lesquelles Tantigtee est la glycoprot^ine d^enveloppe gpl60 MN/LAI-2. 

15 Cet antigene contient la portion gpl20 de Tisolat VIH-1 MN et la portion gp41 de Tisolat VIH- 
1 LAI. La gp41 a 6te deletee de son site de clivage avec la gpl20 et de sa partie 
transmembranaire de fafon a obtenir une glycoproteine non clivee et essentiellement secr^tee. 
L'antigene est produit a partir de la lign6e cellulaire de hamster BHK-21 infectee par le virus 
recombinant de la vaccine WTG.9150 derive de la prec6dente construction VVTG.1163 

20 (Kieny, M.-P. et al, 1988, Protein Eng, 2(3) : 219-255), puis est purifie par chromatographic 
d'echange d*ions suivie dhme chromatographic d'immunoaffinite. 

Les doses vacdnantes de 20(il repondaient a Tune des formulations suivantes: 

- 25 ^g de gpl60 uniquement, 

25 - 25 ng de gpl60 + 50 ng tfoIigonucl6otide 3Db(S) prepare a Texemple 2, 

- 25 ng dc gpl60 + 50 (ig d'oligomicleotide MGC prepare k Texemple 2 + 200 jig de 
DCchol prepare a I'exemple 1, 

- 25 ng de gpl60 + 50 \ig d'oligonucleotide 3Db(S) prepare a I'exemple 2 + 200 |ig de 
DCchol prepare a Texemple I. 

30 On a injecte les doses vaccinantes preparees a 4 groupes de 6 souris (1 formulation par 
groupe) par voie rectale, sous anesthesie, a r^son de 4 injections separ6es chacune de 2 
semaines ( soient Jl, J15, J29 et J44). 
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A J57, on a prelev64u s6rum, on a recueilli les fichs et on a proc6d6 k des lavages rectaux afin 
d'effectuer les dosages suivants: 

- dosage par ELIS A des IgG anti-gp 1 60 dans le s6rum, 

- dosage par ELISA des IgA et des IgG totales ainsi que des IgA et des IgG sp6cifiques 
anti-gp 1 60 dans les lavages rectaux, 

- dosage par ELISA des IgA et des IgG totales ainsi que des IgA et des IgG specifiques anti- 
gp 160 dans les feces. 

La composition vaccinale contenant Toligonucl^otide MGC a 6t6 consid6ree comme un 
contrSle n^gatif par rapport k I'oligonucleotide 3Db(S). En eflFet, Toligonucleotide MGC s'etait 
revele ne pas dtre inununostimulant dans des experiences precedentes. 

Les resultats obtenus sont recapitules dans les tableaux d-apres; seules les moyennes par 
groupe de souris ayant vega la mgme composition vaccinale sont indiquees. 



Tableau 5: Dosage des IgG specifiques dans le serum: 





IgG aati-gp 160 en fig/ml 


25 Jig gpl60 


60,55 


25 ng gpl60 + 50 Hg 3Db(S) 


46,97 


25 ng gpl60 + DCchoI 200ng + SOjig MGC 


47,85 


25 fig gpl60 + DCchol 200ng +50fig 3DKS) 


645,26 



Ces resultats montrent la synergic exercfe par les 2 adjuvants pour la production d'IgG vis-a- 
vis de Tantigene gpl60, lors d\me administration par voie muqueuse. 
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Tableau 6 : Dosage des IgA et des IgG dans les lavages rectaux: 





IgA spec/IgA tot 
en% 


IgGspte./IgGtot. 
en% 


25 nggpl60 


0,15 


3,68 


25 ng gpl60 + 50 fig 3Db(S) 


0,91 


2,46 


25 Jig gpl60 + DCchol 200ng + 50ng MGC 


0,68 


1,07 


25 ng gpl60 + DCchol 200ng +50\ig 3Db(S) 


1.53 


12,43 


Tableau 7: Dosage des IgA et des IgG dans les fec^: 




IgA Spec/IgA tot. 
xlO'* 


IgG sp6c./IgG 
tot. 
en% 


25 nggpieo 


2,44 


0,00 


25 ng gpl60 + 50 ng 3Db(S) 


18,05 


1,33 


25 ng gpl60 + DCchol 200)ig + 50ng MGC 


43,38 


0,00 


25 |ig gpl60 + DCchol 200jig +50ng 3Db(S) 


104,79 


3,03 



Ces resultats montrent Teffet synergique obtenu grace a Tobjet de la presente invention, vis-i- 
vis de la production locale d'immunoglobulines G et d'immunoglobulines A specifiques. 

Cette capacit6 a stimuler localement la production dIgA specifiques est particulierement 
recherchee dans certaines applications vaccinales, et confirme Tint^ret de Tobjet de la presente 
invention. 
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REVENDICATIONS 

1. Composition vacdnale comprenant au moins iin antigene, un lipide cationique et un 
5 oligonucleotide immunostimulant. 

2. Composition vaccinale selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit lipide 
cationique est du DCchoL 

10 3. Composition vacdnale selon xme des revendications pr6cedentes, caractdris6e en ce que 
ledit antigene est im antigene du vims influenza. 

4. Composition vaccinale selon une des revendications 1 a 2, caracterisee en ce que ledit 
antigtee est un antigene du virus VIR 

15 

5. Composition vaccinale selon une des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'eUe 
est destine a une administration muqueuse. 

6. Composition vaccinale selon une des revendications 1 a 4, caracterisee en ce qu'elle est 
20 destinee a une administration parenterale. 

7. Utilisation d'une composition comprenant au moins un antigene, un lipide cationique et un 
oligonucleotide pour la febrication d'un vaccin capable d'induire ime reponse immunitaire 
de type Thl lors de son administration par voie parenterale. 

25 

8. Utflisation d'une composition comprenant au moins un antigene, un lipide cationique et un 
oligonucleotide pour la febrication d*un vaccin capable d'induire une forte production 
d'anticorps IgA sp6cifiques dudit antigene lors de son administration par voie muqueuse. 

30 9. Utilisation d'une composition comprenant au moins un antigene, un lipide cationique et un 
oligonucleotide pour la fabrication d'un vaccin capable d'induire une reponse immunitaire T 
cytotoxique lors de son administration par voie parenterale. 
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10. Utilisation dWe composition comprenant au moins un antigene, im lipide cationique et un 
oligonucleotide pour la fabrication d'un vaccin capable d'induire une reponse immunitaire 
de type Th2 lors de son administration par voie muqueuse. 



11. Utilisation selon une des revendications 7 a 10, caracterisee en ce que ledit lipide 
cationique est du DCchol. 
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